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A B S T R A C T 
Avicennia marina is a mangrove species that has potential as an antimicrobial source. The potential of plants as antimicrobials is 
not only through bioactive compounds, but also through the endophytic microbes that live in them. This study aims to isolate 
endophytic bacteria from mangrove Avicennia marina and determine their ability as an antimicrobial against pathogenic bacteria 
Staphylococcus aureus and Salmonella typhi in in vitro condition. The sample of Avicennia marina used in this study collected 
from the Mangkang Mangrove Forest area of Semarang, the parts taken were the roots, stems and leaves. The research methods 
included isolation of endophytic bacteria, characterization of endophytic bacteria, preparation of tested bacterial cultures, test for 
antimicrobial activity of endophytic bacteria supernatant and ethyl acetate extract, and data analysis. This study used a 
Completely Randomized design, data were analyzed using one-way ANOVA and Duncan's test. The results of endophytic 
bacteria isolation showed that 3 endophytic bacterial isolates were obtained, namely AM1, AM2, and AM3, which 
morphologically presumed belongs to the genus Pseudomonas sp., Enterobacter sp., and Staphylococcus sp. respectively. The 
results of the antimicrobial activity test showed that the antimicrobial activity of endophytic bacteria in Salmonella typhi tended 
to be greater than in Staphylococcus aureus. The results also showed that ethyl acetate extract did not increase the formed 
inhibition zone. 
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A B S T R A K 
Avicennia marina adalah salah satu spesies mangrove yang memiliki potensi sebagai sumber antimikroba. Potensi tumbuhan 
sebagai antimikroba tidak hanya melalui senyawa bioaktif, melainkan dapat melalui mikroba endofit yang hidup di dalamnya. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri endofit dari tanaman mangrove Avicennia marina dan menentukan 
kemampuannya sebagai antimikroba terhadap bakteri patogen Staphylococcus aureus dan Salmonella typhi secara in vitro. 
Sampel Avicennia marina yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari kawasan Hutan Mangrove Mangkang Semarang, 
bagian yang diambil adalah akar, batang, dan daun. Metode penelitian meliputi isolasi bakteri endofit, karakterisasi bakteri 
endofit, pembuatan kultur bakteri uji, uji aktivitas antimikroba supernatan bakteri endofit dan ekstrak etil asetat, dan analsis data. 
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL), data dianalisis menggunakan ANOVA satu arah dan uji lanjut 
Duncan. Hasil isolasi bakteri endofit menunjukkan bahwa diperoleh 3 isolat bakteri endofit yaitu AM1, AM2, dan AM3, yang 
masing-masing secara morfologi diduga berasal dari genus Pseudomonas sp., Enterobacter sp., dan Staphylococcus sp. Hasil uji 
aktivitas antimikroba menunjukkan bahwa aktivitas antimikroba bakteri endofit pada Salmonella typhi cenderung lebih besar 
dibandingkan pada Staphylococcus aureus. Hasil penelitian juga menunjukkan ekstrak etil asetat tidak memperbesar zona 
hambat yang terbentuk. 
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Penyakit infeksi merupakan suatu penyakit yang disebabkan karena adanya mikroba patogen. Penyebab penyakit 
infeksi dapat berupa bakteri atau cendawan. Bakteri yang umum menginfeksi manusia diantaranya adalah S. aureus 
dan S. typhi. S. aureus adalah bakteri Gram positif berbentuk kokus dan nonmotil yang banyak ditemukan pada 
infeksi kulit dan jaringan lunak (Bilung et al., 2018). S. typhi atau S. enterica serotip typhi merupakan bakteri Gram 
negatif penyebab demam typhoid yang masih menjadi masalah dalam kesehatan masyarakat secara global (Barnett, 
2016). Infeksi bakteri umumnya dapat diobati menggunakan antibiotik. Namun karena penjualan antibiotik, 
khususnya di negara-negara berkembang sangat bebas, mulai muncul resistensi bakteri terhadap antibiotik 
(Laxminarayan et al., 2013). Alternatif lain dibutuhkan untuk menggantikan antibiotik sintetik dengan bahan alami.  
Mangrove telah banyak diuji dan dinyatakan bersifat antiviral, antibakterial dan anti-ulcer. Metabolit sekunder 
seperti alkaloid, fenol, steroid dan terpenoid yang dihasilkan tumbuhan mangrove dinyatakan memiliki kepentingan 
toksikologi, farmakologi dan ekologi (Dhayanithi et al., 2012). Salah satu jenis mangrove yang dapat dimanfaatkan 
adalah Avicennia marina. A. marina memiliki beberapa jenis bakteri endofit (Savitri et al., 2016). Bakteri endofit 
memiliki kemampuan untuk mengkolonisasi jaringan tumbuhan secara sistematis dan mengembangkan hubungan 
simbiosis dengan tumbuhan inang, sehingga menjadikan bakteri endofit sebagai agen biokontrol yang efisien 
(Mohamad et al., 2018). Bakteri endofit yang dapat ditemukan pada daun A. marina umumnya berasal dari tiga 
kelompok yaitu Gammaproteobakteria, Firmicutes dan Enterobakteria (Rahman et al., 2019). Salah satu bakteri 
endofit yang dapat dimanfaatkan berasal dari kelompok Firmicutes yaitu Bacillus megaterium. B. megaterium dapat 
menghasilkan senyawa Oxetanocin yang dapat menghambat sintesis DNA virus hepatitis B (HBV) (Vary et al., 
2007). Penelitian Shimada et al. (1986) menjelaskan bahwa B. megaterium strain NK84-0218 menunjukkan aktivitas 
antibakteri yang kuat terhadap S. aureus, B. subtilis, dan B. polymyxa. 
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan antimikroba bakteri endofit dari jenis mangrove A. 
marina, khususnya dari kawasan Hutan Mangrove Mangkang Semarang, terhadap mikroba patogen di bidang 
kesehatan seperti S. aureus dan S. typhi. Selain itu penelitian ini dilakukan sebagai upaya pengembangan potensi 
tanaman mangrove A. marina di kawasan Hutan Mangrove Mangkang Semarang dalam bidang pengobatan. 
II. MATERI DAN METODE 
Pengambilan Sampel 
Pengambilan sampel dilakukan di lokasi konservasi mangrove di Semarang, Jawa Tengah yaitu kawasan hutan 
mangrove Mangkang. Bagian A. marina yang diambil adalah daun, batang dan akar tanaman muda. Bagian yang 
telah diambil kemudian dimasukkan ke dalam kantong sampel (ziploc bag) dan disimpan dalam ice box. 
Persiapan Penelitian 
Alat-alat yang akan digunakan disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121˚C dengan tekanan 
1 atm. Alat-alat yang tidak tahan panas tinggi akan disterilisasi menggunakan alkohol 70%. Media NA, NB, dan 
Zobell Marine Agar yang digunakan dibuat sesuai dengan ketentuan yang tertera pada kemasan media. 
Sterilisasi Sampel 
Bagian daun, batang dan akar A. marina yang telah diambil dicuci dengan air laut steril dan dikeringkan, lalu 
dipotong kecil menggunakan cutter steril kemudian direndam dalam  alkohol 70% selama 1 menit, larutan natrium 
hipoklorit 5% selama 5 menit, alkohol 70% selama 30 detik lalu dibilas dengan air laut steril 2 kali (modifikasi 
Ramalashmi et al., 2018). 
Isolasi Bakteri Endofit 
Bagian daun, batang dan akar yang telah disterilisasi masing-masing direndam dalam tabung reaksi berisi 10 ml air 
laut steril dan diinkubasi selama 7 hari pada suhu 37˚C. Bakteri endofit yang tumbuh setelah masa inkubasi masing-
masing diinokulasi sebanyak 1 ml pada media Zobell Marine Agar dengan metode pour plate. Cawan petri yang 
berisi sampel diinkubasi pada suhu 37˚C selama 24 jam. Koloni bakteri yang tumbuh pada tiap sampel masing-
masing dikultur dengan metode streak plate ke dalam media Zobell Marine Agar dalam cawan petri untuk 
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dimurnikan. Bakteri yang tumbuh pada kultur murni dipindahkan sebanyak satu ose ke dalam media Zobell Marine 
Agar miring sebagai stok kultur bakteri dan diinkubasi pada suhu 37˚C selama 24 jam. 
Karakterisasi Bakteri Endofit 
Karakterisasi bakteri endofit dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis. Pengamatan makroskopis dilakukan 
dengan mengamati warna, ukuran, bentuk, elevasi dan tepi koloni yang tumbuh. Pengamatan mikroskopis dilakukan 
dengan mengamati hasil pewarnaan Gram dibawah mikroskop. 
Persiapan Kultur Bakteri Uji 
Bakteri S. aureus dan S. typhi dari kultur murni diremajakan pada media NA dalam cawan petri dengan metode 
streak dan diinkubasi pada suhu 37˚C selama 24 jam. Setelah inkubasi, sebanyak 1 ose isolat masing-masing bakteri 
dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi NaCl. Kekeruhan suspensi disetarakan dengan larutan standar McFarland 
0.5. Standar McFarland 0.5 dibuat dengan menambahkan 0.05 ml BaCl2 1% ke dalam 9.95 ml H2SO4 1% (Dalynn 
Biologicals, 2014).  
Penentuan Kurva Pertumbuhan Bakteri Endofit 
Isolat bakteri diinokulasikan ke dalam 100 ml media NB, diinkubasi dalam shaker dengan kecepatan 150 rpm pada 
suhu 37˚C selama 24 jam (modifikasi Wahyuningsih & Zulaika, 2018). Pengamatan dilakukan setiap 6 jam untuk 
mengukur Optical Density (OD) menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang (λ) 550 nm dan dibuat 
kurva pertumbuhan bakteri endofit (modifikasi Iqlima et al., 2017). 
Ekstraksi Isolat Bakteri Endofit 
Isolat bakteri endofit diambil sebanyak 5 ml dan ditambahkan ke dalam  Erlenmeyer berisi 15 ml media NB, 
kemudian isolat diinkubasi menggunakan shaker dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 37˚C selama 24 jam. Isolat 
bakteri endofit kemudian dipindahkan ke dalam microtube 1,5 ml kemudian disentrifugasi pada kecepatan 10.000 
rpm selama 15 menit. Supernatan yang diperoleh disimpan dalam microtube dan digunakan untuk pengujian aktivitas 
antimikroba (modifikasi Dhanapathi, et al., 2008). Ekstrak etil asetat dibuat dengan menambahkan etil asetat 
konsentrasi 100 ppm ke dalam supernatan bakteri endofit kemudian dihomogenkan menggunakan vortex agar 
tercampur sempurna. Ekstrak etil asetat yang diperoleh digunakan untuk pengujian aktivitas antimikroba. 
Uji Antimikroba Supernatan Bakteri Endofit dan Ekstrak Etil Asetat 
Uji aktivitas antimikroba supernatan bakteri endofit dilakukan dengan metode difusi agar menggunakan kertas 
cakram 6 mm steril. Kertas cakram yang digunakan berjumlah 4 buah yaitu kertas cakram pertama berisi 30 µl  
supernatan bakteri endofit, kertas cakram kedua berisi 30 µl ekstrak etil asetat, kertas cakram ketiga berupa kontrol 
positif menggunakan Kloramfenikol 30µg/disk dan kertas cakram keempat kontrol negatif berupa kertas cakram 
kosong. Kertas cakram diletakkan pada permukaan media NA padat yang sudah digoreskan bakteri patogen uji. 
Inkubasi dilakukan selama 24 jam pada suhu 37˚C. Setelah inkubasi, zona hambat diamati dan diukur diameternya 
menggunakan jangka sorong (modifikasi Mukhlis, dkk., 2018). 
Analisis Data 
Data hasil penelitian yang normal dan homogen akan dianalisa menggunakan metode Analysis of Varian (ANOVA) 
satu arah menggunakan SPSS dengan taraf taraf kepercayaan 95% atau α = 0,05. Apabila terdapat perbedaan yang 
nyata maka akan dilakukan uji lanjutan menggunakan Duncan Multiple Range Test (DMRT) (Rastina, dkk., 2015). 
III. HASIL DAN PEMBAHASAN 
Isolat dan Karakter Bakteri Endofit 
Isolat bakteri endofit yang berhasil diisolasi berjumlah tiga isolat yang masing-masing berasal dari akar, batang dan 
daun, yaitu AM1, AM2, dan AM3. Hasil karakterisasi makroskopis dan mikroskopis dapat dilihat pada Tabel 1. 
Berdasarkan karakter morfologi makroskopis dan mikroskopis, isolat AM1, AM2, dan AM3 diduga termasuk 
kedalam genus Pseudomonas sp., Enterobacter sp., dan Staphylococcus sp. Ketiga genus tersebut dapat ditemukan 
pada A. marina selain karena nutrisi yang disediakan, juga karena kondisi lingkungan yang memadai karena genus 
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Pseudomonas, Enterobacter, dan Staphylococcus merupakan genus bakteri yang bersifat halofil (Ventosa, et al., 
1998; Gibtan, et al., 2017). Selain itu ketiga genus tersebut telah diamati berhasil diisolasi dari tumbuhan A. marina. 
Dalam penelitian Rahman (2019) telah berhasil diisolasi 8 genus bakteri endofit dari daun A. marina yang meliputi 
Klebsiella, Pantoea, Vibrio, Enterobacter, Pseudomonas, Virgibacillus, Staphylococcus, dan Bacillus. Dalam 
penelitian lain milik Rismawati (2018) bakteri endofit yang berhasil diisolasi dari tumbuhan A. marina yakni 
Klebsiella sp., Raoultella sp., Klebsiella oxycota, Klebsiella pneumonia, dan Pseudomonas stutzeri. 
 
Tabel 1. Hasil pengamatan makroskopis dan mikroskopis isolat bakteri endofit 
Isolat 
Makroskopis Mikroskopis 
Bentuk Warna Elevasi Tepian Bentuk Gram 
AM1 Sirkuler Translucent Cembung Irregular Basil - 
AM2 Sirkuler Putih susu Cembung Rata Basil - 
AM3 Sirkuler Translucent Cembung Rata Kokus + 
 
Kurva Pertumbuhan 
Berdasarkan kurva pertumbuhan (Gambar 1), bakteri endofit AM1, AM2 dan AM3 dipanen pada jam ke-24 saat 
pertumbuhan bakteri endofit berada di fase stasioner. 
 
 
Gambar 1. Kurva pertumbuhan isolat bakteri endofit mangrove A. marina 
 
Gokulan et al. (2014) menyatakan bahwa bakteri yang menghasilkan metabolit sekunder umumnya mensintesis 
senyawa bioaktif dan molekul-molekul kompleks pada akhir fase eksponen hingga fase stasioner. Metabolit sekunder 
dihasilkan karena adanya beberapa rangsangan seperti kekurangan nutrisi, tekanan lingkungan, dan kondisi 
pertumbuhan yang terbatas. 
Aktivitas Antimikroba Bakteri Endofit 
Aktivitas antimikroba supernatan bakteri endofit ditandai dengan terbentuknya zona hambat setelah waktu inkubasi 
selama 24 jam. Diameter zona hambat yang terbentuk oleh supernatan bakteri endofit AM1, AM2, dan AM3 diukur 
dengan jangka sorong dan dikategorikan sesuai dengan kemampuan daya hambatnya. Susanto et al. (2012) 
menyatakan bahwa zona hambat dengan diameter >20 mm memiliki potensi antibakteri yang sangat kuat, diameter 
11-20 mm berpotensi kuat, diameter 6-10 mm berpotensi sedang, dan diameter <5 mm berpotensi lemah. 
Berdasarkan hasil (Tabel 2), daya hambat bakteri endofit AM1, AM2, dan AM3 terhadap S. aureus adalah sedang 
(intermediet), sedangkan daya hambat bakteri endofit AM1, AM2, dan AM3 terhadap S. typhi secara berturut-turut 
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Tabel 2. Hasil pengukuran rata-rata diameter zona hambat supernatan bakteri endofit terhadap pertumbuhan S. aureus dan S. 
typhi 
Isolat 
Rata-rata diameter zona hambat pertumbuhan bakteri (mm) 
Staphylococcus aureus Salmonella typhi 
AM1 8,69a 22,22b 
AM2 8,86a 10,38a 
AM3 7,81a 9,92a 
a, b Superskrip yang sama pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang tidak nyata (P>0,05) 
Aktivitas antimikroba bakteri endofit AM1, AM2, dan AM3 diduga terjadi karena adanya senyawa bioaktif atau 
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri endofit yang dapat bekerja sebagai antimikroba. Dalam penelitian 
Sankaralingam, et al. (2017), Pseudomonas sp. yang berhasil diisolasi dari tanaman mangrove bersifat antimikroba. 
Beberapa substansi mirip antibiotik telah diidentifikasi yaitu bakteriosin dan phenazine. Menurut Pierson dan Pierson 
(2010) Phenazine merupakan metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri Pseudomonas sp. dan memiliki 
kemampuan antibiotik berspektrum luas. Selain Pseudomonas sp., Staphylococcus sp. juga dilaporkan dapat 
memproduksi bakteriosin. Bakteriosin adalah kelompok peptida heterogen yang bersifat antimikrobial. Cotter et al. 
(2013) menyatakan bahwa bakteriosin adalah protein atau peptida toksik yang dihasilkan oleh bakteri untuk 
menghambat pertumbuhan bakteri yang memiliki strain atau kedekatan relasi yang serupa. 
 
Tabel 3. Hasil pengukuran rata-rata diameter zona hambat supernatan bakteri endofit terhadap pertumbuhan S. aureus dan S. 
typhi 
Isolat 
Rata-rata diameter zona hambat pertumbuhan bakteri (mm) 
Staphylococcus aureus Salmonella typhi 
AM1 6,05a 7,34a 
AM2 8,72a 7,00a 
AM3 6,32a 8,04a 
a, b Superskrip yang sama pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang tidak nyata (P>0,05) 
 
Berdasarkan hasil (Tabel 3), daya hambat ekstrak etil asetat bakteri endofit AM1, AM2, dan AM3 baik terhadap 
S. aureus maupun S. typhi adalah sedang (intermediet). Ekstrak etil asetat bakteri endofit AM1, AM2, dan AM3 
mampu menghasilkan aktivitas antimikroba namun dengan kemampuan daya hambat yang lebih lemah. Hal ini dapat 
terjadi karena ekstrak etil asetat tidak dipurifikasi menggunakan rotary evaporator. Menurut Khunaifi (2010) rotary 
evaporator digunakan untuk memisahkan pelarut dan senyawa aktif yang terkandung dalam bahan yang diekstraksi. 
Tanpa dilakukan pemekatan menggunakan rotary evaporator maka esktrak yang diperoleh masih mengandung 
banyak pelarut. Selain itu konsentrasi etil asetat yang digunakan juga terlalu kecil, yaitu 100 ppm. Dalam penelitian 
Aljuraifani, et al (2019) konsentrasi minimum etil asetat yang diberikan pada supernatan bakteri endofit agar 
berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri patogen Gram positif adalah 125 ppm, sedangkan terhadap bakteri 
patogen Gram negatif adalah 250 ppm. 
Berdasarkan hasil analisis ANOVA, aktivitas antimikroba supernatan dan ekstrak etil asetat bakteri endofit AM1, 
AM2, dan AM3 tidak menunjukkan perbedaan yang nyata terhadap pertumbuhan bakteri patogen S. aureus karena 
nilai p>0,05. Aktivitas antimikroba supernatan bakteri endofit dan ekstrak etil asetat bakteri endofit AM1, AM2, dan 
AM3 menunjukkan adanya perbedaan nyata terhadap pertumbuhan bakteri patogen S. typhi karena nilai p<0,05. 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, telah berhasil diisolasi 3 isolat bakteri endofit dari tanaman 
mangrove A. marina, masing-masing diduga berasal dari genus Pseudomonas sp., Enterobacter sp., dan 
Staphylococcus sp., yang berpotensi memiliki kemampuan antimikroba. Ketiga isolat bakteri endofit memiliki 
kemampuan antimikroba yang tinggi terhadap pertumbuhan bakteri patogen S. typhi. Aktivitas antimikroba 
menggunakan supernatan endofit dinyatakan lebih efektif menghambat pertumbuhan bakteri patogen S. aureus dan S. 
typhi dibandingkan dengan esktrak etil asetat. Perlu dilakukan karakterisasi bakteri lebih lanjut mengenai bakteri 
endofit yang diperoleh dari tanaman mangrove A. marina serta perlu dilakukan identifikasi kandungan metabolit 
sekunder untuk memastikan senyawa metabolit sekunder apa yang dihasilkan oleh bakteri endofit sehingga mampu 
berperan sebagai antimikroba. 
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